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= (54) Title: METHOD FOR THE MULTI-DIMENSIONAL ANALYSIS OF A PROTEOME 



^= (54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR MEHRDIMENSIONALEN ANALYSE EINES PROTEOMS 

== (57) Abstract: The invention relates to a method for the multi-di- 

mensional analysis of a proteome. The method is used in the bio- 
chemical, biotechnological and medical fields and in the pharma- 
ceutical industry for diagnostic purposes and for developing bio- 
logically active substances. The aim of the invention is to improve, 
facilitate and for certain proteins first of all to enable the quantifi- 
cation and identification of the proteins of a proteome. Accord- 
ing to the invention, the proteins of a proteome are subjected to a 
large number n of different separation processes under standard- 
ised conditions in such a way, that each respective Liquid fraction 
m,, obtained in a separation stage, delivers m 2 liquid fractions in 
a separation stage which immediately follows. After n separation 
stages, mi* m 2 * ....nin - M liquid fractions have been produced 
which are identified qualitatively or quantitatively by known iden- 
tification methods using o different analysis methods and which are 
quantitatively determined also by known quantification methods in 
such a way, that once the analysis data has been unified in a data- 
base, an n-dimensional image of the proteome is obtained which is 
characterised by identifiers and quantifiers and by the position in 
the n-dimensional network. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mehrdimensionalen Analyse eines Proteoms. Das Verfahren fin- 
det in der Biochemie, in der Biotechnologie, in der Medizin sowie in der Pharmazeutischen Industrie Verwendung und dient u.a. 
zu diagnostischen Zwecken und zur Entwicklung biologisch wirksamer Substanzen. Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grande, 
die Quantifikation und Identifikation der Proteine eines Proteoms zu verbessern, zu erleichtern und fur bestimmte Proteine uber- 
haupt erst zu ermoglichen. ErfindungsgemaB werden die Proteine des Proteoms unter standardisierten Bedingungen einer Vielzahl 
n verschiedener Trennverfahren derart unterworfen, daB jeweils jede der in einem Trennschritt erhaltenen flussigen Fraktionen m, 
m einem darauf folgenden Trennschritt m 2 flussige Fraktionen liefert, wobei nach n Trennschrirten mj* m 2 * ....m n = M fliissige 
Fraktionen vorliegen, die mit o verschiedenen Analyseverfahren qualitativ und oder quantitativ durch an sich bekannte Identifikati- 
onsverfahren identifiziert und durch ebenfalls an sich bekannte Quantifikationsverfahren quantitativ bestimmt werden, so daB nach 
Zusammenfugen der Analysedaten in einer Datenbank ein n-dimensionales Abbild des Proteoms, charakterisiert durch Identifikato- 
ren und Quantifikatoren sowie durch die Lage im n-dimensionalen Netz, gewonnen wird. 
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Beschreibung der Erfindung 

Verfahren zur mehrdimensionalen Analyse eines Proteoms 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur mehrdimensionalen Analyse eines 
Proteoms, bei dem das biologische Gewebe mit dem zu analysierenden 
Proteom aufgeschlossen und die zu dem Proteom gehorenden Proteine 
getrennt sowie quantitativ bestimmt und identifiziert werden. Das Verfahren 
findet in der Biochemie, in der Biotechnologie, in der Medizin sowie in der 
Pharmazeutischen Industrie Verwendung und dient u. a. zu diagnostischen 
Zwecken und zur Entwicklung biologisch wirksamer Substanzen. Spezielle 
Einsatzgebiete eroffnen sich in der Grundlagenforschung, beispielsweise fur 
die Klarung entwicklungsbiologischer oder zelldifferenzierender Frage- 
stellungen, sowie in der angewandten Forschung fiir das Screening von 
Wirkstoffbanken, fiir die Entwicklung und Optimierung biologisch aktiver 
Substanzen oder fiir die Differenzierung zwischen normalen und pathogenen 
Zustanden in Organismen. 

In der jiingeren Vergangenheit wurden Genome von Organismen ganz oder zu 
groBen Teilen sequenziert [Fraser CM et al.: The minimal gene complement 
of Mycoplasma genitalium, Science, 1995, Oct 20, 270(5235), 397-403; 
Fleischmann RD etal.: Whole-genome random sequencing and assembly of 
Haemophilus influenzae Rd. Science, 1995, Jul 28, 269(5223), 496-512; 
Blattner FR et al.: The complete genome sequence of Escherichia coli K-12, 
Science, 1997, Sep 5, 277 5331), 1453-74; Goffeau A et al.: Life with 6000 
genes, Science, 1996, Oct 25, 274(5287), 546, 563-7]. Noch intensiver 
wurden cDNA-Abschnitte sequenziert [Clark MS: Comparative genomics: the 
key to understanding the Human Genome Project, Bioessays, 1999, Feb, 
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21 (2), 121-30; Evans MJ et al.: Gene trapping and functional genomics, 
Trends Genet, 1997 Sep, 13(9), 370-4]. Die Sequenzdaten sind in 
Datenbanken gespeichert. Die Aufklarung des Genoms eines Organismus 
fiihrt letztlich "nur" zur Kenntnis des relativ statischen Informationsgehaltes 
des genetischen Materials fur diesen Organismus. Mit den Sequenzen der 
cDNA- ist es prinzipiell moglich, Expressionslevel der mRNA auch 
zellspezifisch und umweltspezifisch zu ermitteln und damit ein Gen- 
expressionsmuster der RNA zu erhalten. 
Aus einem Gen des Genoms konnen 

a) durch verschiedene Prozesse, unterschiedliche mRNA-Sorten entstehen, 
die fur divergente Proteine kodieren, und 

b) die aus ihnen entstehenden Proteine konnen durch posttranslationale 
Modifikation eine Vielzahl auBerordentlich unterschiedlich funktionierender 
Proteine bilden. Zu den bisher bekannten Modifikationen gehoren 
Phosphorylierung und Dephosphorylierung, limitierte Proteolyse, 
Acetylierung, Methylierung, Adenylierung, Sulfatierung, Glykosylierung 
[McDonald LJ et al.: Enzymatic and nonenzymatic ADP-ribosylation of 
cysteine, Mol Cell Biochem, 1994 Sep, 138(1-2), 221-6; Baenziger JU: 
Protein-specific glycosy transferases: how and why they do it!, FASEB J, 
1994 Oct, 8(13), 1019-25; Mimnaugh EG et aL: The measurement of 
ubiquitin and ubiquitinated proteins, Electrophoresis, 1999 Feb, 20 (2), 418- 
28; Davis PJ et aL: Protein modification by thermal processing, Allergy, 
1998, 53 (46 Suppl), 102-5]. Die expremierten und modifizierten Proteine 
ergeben aber letztendlich das Muster, welches die Zelldifferenzierung und die 
Reaktion auf innere und auBere Einfliisse von Zellen beschreibt. Am 
augenfalligsten ist die eingeschrankte Bedeutung der Kenntnis des Genoms 
fur die Realisierung eines definierten biologischen Zustandes, wenn man die 
unterschiedlichen Zellen in verschiedenen Organen und innerhalb eines 



WO 01/02848 



3 



PCT/DE00/02154 



Organs vergleicht. Bei spiels weise haben eine Leberparanchymzelle, eine 
Nervenzelle des Gehirns und eine Mukosazelle des Darmes den selben Satz 
genetischer Information, aber vollig unterschiedliche Funktion, die durch die 
Regulation der Expression des Genoms in diesen Zellen und die Regulation 
des Enzym- und Proteinmusters innerhalb der Zellen sowie der verschiedenen 
Gewebe hervorgerufen wird. 



DNA 



RNA 



Protein 



Mit Ausnah- 
men statisch 
und deskrip- 
tiv. 



Ubertragung der 
Information. 
Menge ist reguliert 
und iibertragt die 
Information der 
DNA auf die 
Proteinebene. 



Aufrechterhaltung 
der Zellstruktur, 
Reaktion auf Ver- 
anderungen und 
Signale. 

Interaktionen mit 
anderen Zellen. 
Menge und Aktivi- 
tat sind reguliert. 



Die Begriffsbestimmung des "Proteoms", erfolgte erst 1996 [Friedrich GA: 
Moving beyond the genome projects, Nat Biotechnol, 1996 Oct, 14(10), 
1234-7]. 

Das Proteom, das heiGt die Gesamtheit aller Proteine in einer Zelle mit einem 
bestimmten Entwicklungsstand und unter definierten Umweltbedingungen, 
stellt eine sehr viel dynamischere Representation des physiologischen 
Zustandes von Zellen, Organen und Organismsmen dar. Die Proteomanalytik 
untersucht, welche Teile des Genoms unter definierten, zellspezifischen 
Bedingungen exprimiert und modifiziert werden. Dies ftthrte zu schnell 
anwachsendem Interesse an diesem Gebiet, mit der Folge von ansteigenden 
Publikationszahlen (PubMed query Suchbegriff: Proteome; Suche 1 Jahr 
zuriick: 64 Eintrage, 2 Jahre zuriick: 99 Eintrage, 5 Jahre zuriick: 
122 Eintrage), Kongressen und Veranstaltungen zu dieser Thematik. 
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Urn ein quantifizierbares "Bild" eines Proteoms zu erhalten, wird gegenwartig 
folgendermaBen verfahren: In einem ersten Schritt mussen die biologischen 
Materialien aufgeschlossen und homogenisiert werden (mit Ausnahmen: z. B. 
beim Serum liegen sie in einer homogenen Losung vor). Im zweiten Schritt 
erfolgt die Trennung der Proteine, im dritten die Identifizierung und im 
vierten die Auswertung der erhaltenen Daten [Ben RH et al.: Two 
dimensional electrophoresis, The state of the art and future directions, 
Proteome Research, New frontiers in functionel genomics, Springer 1997 
Chap, 2, 13-33]. 

1. AufschluB 

Hierfur werden bekannte Verfahren und Anordnungen aus der Biochemie 
eingesetzt, wie beispielsweise Scherkrafthomogenisatoren, Ultraschallbehand- 
lung, Hochdruckpressen. Die Schwierigkeit besteht in einem quantitativen 
und moglichst die Funktion der Proteine nicht zerstorenden AufschluB, denn 
nur quantitativ aufgeschlossene Proteine liefern in dem nachfolgenden 
zweiten Schritt (Trennung und Detektion der Proteine) ein reales Bild des 
Probenmaterials [RabilloudT: Solubilization of proteins in 2-D 
electrophoresis, An outline, Methods Mol Biol, 1999, 112, 9-19; Rabilloud T 
et aL: Improvement of the solubilization of proteins in two-dimensional 
electrophoresis with immobilized pH gradients, Electrophoresis, 1997 Mar- 
Apr, 18 (3-4), 307-16; Staudenmann W et al.: Sample handling for proteome 
analysis, Electrophoresis, 1998 May, 19 (6), 901-8], 

2. Trennung und Detektion 

Fiir die Trennung der Proteine des Proteoms wird gegenwartig essentiell die 
zweidimensionale Gelelektrophorese verwendet. Es sind erste Versuche mit 
einer zweidimensionalen HPLC unternommen worden. Diese haben jedoch 
bisher nicht die Trennscharfe der zweidimensionalen Elektrophorese erreicht 
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[Opiteck GJ, et al. Comprehensive two-dimensional high-performance liquid 
chromatography for the isolation of overexpressed proteins and proteome 
mapping. Anal Biochem. 1998 May 1;258(2):349-61.]. Die erste Dimension 
der zweidimensionalen Elektrophorese ist eine Trennung nach dem 
isoelektrischen Punkt, also letztendlich nach den Ladungseigenschaften eines 
Proteins. In der zweiten Dimension wird nach der GroBe der Proteine in 
einem denaturierenden Natriumdodecylsulfat-Gel getrennt. Diese 
Trenntechnik ist seit etwa seit 20 Jahren bekannt. Ein Vorteil der 2-D- 
Elektrophorese liegt in der Moglichkeit, eine relativ groBe Zahl von Proteinen 
auf einer Flache mit hoher Auflosung zu trennen. Man geht gegenwartig 
davon aus, daB ca. 10.000 Proteine in einem solchen zweidimensionalen Gel 
nachgewiesen werden konnen [Klose J et al.: Two-dimensional 
electrophoresis of proteins: an updated protocol and implications for a 
functional analysis of the genome, Electrophoresis, 1995, Jun 16 (6), 1034- 
59]. Ein weiterer Vorteil liegt darin, daB man durch radioaktive Markierung 
Oder nach der Anfarbung mit ebenfalls bekannten Techniken in der Lage ist, 
die getrennten Proteine zu quantifiziern. Diese Quantifizierungsmethoden 
sind proteinspezifisch, haben einen eingeschrankten dynamischen Nachweis- 
bereich, sind in der Regel schwer automatisierbar und sind abhangig von den 
jeweiligen (oft nicht vollstandig zu reproduzierenden) Einsatzbedingungen 
[James P: Of genomes and proteomes, Biochem Biophys Res Commun, 1997, 
Feb 3, 231 (1), 1-6]. Sie sind nur fur relative Bestimmungen geeignet. Die 
Quantifizierung iiber immunologische Eigenschaften ist problematisch, weil 
dafur Blottechniken mit eingeschrankter quantitativer Aussagekraft eingesetzt 
werden miissen. 

Das Ergebnis ist ein fingerabdruckahnliches Bild, welches das Proteom 
charakterisiert. 

Die Nachteile dieser Trenntechnik sind: 
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- eingeschrankter dynamischer Bereich, der durch die Belastbarkeit der 
Trenngele hervorgerufen wird 

- die maximal einsetzbare Proteinmenge ist auf einen Bereich von |ig bis mg 
Protein begrenzt [James P: Of genomes and proteomes, Biochem Biophys 
Res Commun, 1997, Feb 3, 231 (1), 1-6] 

- Einschrankung des verwendeten Probenvolumens 

- die Trennung ist auf zwei Dimensionen beschrankt 

- die fiir die Trennung benotigten Ampholyte und das Gelmaterial 
Acryllamid konnen zu Artefakten fuhren und dadurch zu schwer 
erkennbaren Fehlinterpretationen beitragen 

- Proteine, die in sehr hohen Konzentrationen vorhanden sind, ergeben 
relativ starke Signale und uberdecken solche in niedrigen Konzentrationen 
vorhandene, so da8 eine direkte Identifikation und Quantifizierung in 
diesem Falle nicht moglich ist 

- der Verlust der nativen Konformation im denaturierenden Trenngel bedingt 
den Verlust der biologisch funktionellen Eigenschaften und erschwert die 
Identifikation der Proteine uber die Bestimmung ihrer biologischen 
Eigenschaften, wie beispielsweise ihrer katalytischen Aktivitat oder ihrer 
spezifischen Bindungseigenschaften 

- die Sekundaranalyse, wie die haufig eingesetzte, spezifische Proteolyse 
einzelner Proteine, gefolgt von Massebestimmungen, macht einen schwer 
automatisierbaren Extraktionschritt aus dem Gel oder von der 
Blotmembran notwendig. 

3. Identifikation der Proteine 

Hierfur werden ublicherweise die Sequenzierung, die Massenanalyse und 
Schatzung des isoelektrischen Punkts aus der Laufstrecke im Gel sowie die 
Peptidfragmentmassenanalyse nach Isolierung aus dem Gel und tryptischem 
Verdau in der Massenspektrometrie eingesetzt [Shevchenko A et aL: Linking 
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genome and proteome by mass spectrometry: large-scale identification of 
yeast proteins from two dimensional gels, Proc Natl Acad Sci USA, 1996, 
Dec 10, 93 (25), 14440-5; Traini M et al.: Towards an automated approach for 
protein identification in proteome projects, Electrophoresis, 1998, 
Aug 19 (11), 1941-9]. Durch die verwendete Trenntechnik werden Merkmale, 
wie beispielsweise die katalytische Aktivitat der Proteine und die native 
{Conformation, nahezu vollstandig ausgeschaltet und stehen nicht fur die 
Identifikation zur Verfiigung. 

Die Vor- und Nachteile der bekannten Identifikationsverfahren sind 
insbesondere: 

- Die Sequenzierung erfolgt durch Edman Abbau an automatisierten 
Einrichtungen und ist relativ kosten- und zeitaufwendig. Sie erfordert 
groGere Mengen des Proteins. Deshalb ist sie trotz gegenwartiger 
Weiterentwicklung fur ein Massenscreening weniger geeignet [Gooley AA 
et al.: A role for Edman degradation in proteome studies, Electrophoresis, 
1997, Jun 18(7), 1068-72]. Fur die Identifizierung von primar unbekannten 
Proteinen ist dieser Analyseschritt allerdings in den meisten Fallen 
notwendig. 

- Die Spezifitat der Aussage der Massenbestimmung eines Proteins, die 
letztlich zu seiner Identifizierung fuhren soil, wird dadurch erhoht, dafi man 
die Proteine nach der Trennung einem Proteaseverdau unterwirft, und die 
mittels Masseanalytik erhaltenen Informationen mit den aus der 
Primarstruktur vorhergesagten Massen der Peptidsequenzen nach dem 
tryptischen Verdau vergleicht. Im wesentlichen werden zwei Arten der 
Massenspektrometrie eingesetzt. Das sind erstens die Matrix assistierte 
Laserdesorptionsionisierungs - Massenspektrometrie (MALDI-MS) und 
zweitens die Electrospray Ionisierungs - Massenspektrometrie (ESI-MS) 
[Ducret A et al.: High throughput protein characterization by automated 
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reverse-phase chromatography/electrospray tandem mass spectrometry, 
Protein Sci, 1998, Mar 7 (3), 706-19; Parker KC et aL: Identification of 
yeast proteins from two-dimensional gels: working out spot cross- 
contamination, Electrophoresis, 1998, Aug 19(11), 1920-32]. Die erste 
Methode hat den Vorteil, daB sie einen sehr groBen Massebereich bis zu 
1 Mio Dalton zu analysieren erlaubt und relativ robust durchfiihrbar ist. 
Allerdings kann sie nur diskontinuierlich durchgefuhrt werden. Die ESI- 
Technik hingegen kann quasi kontinuierlich an Trenntechniken 
angeschlossen werden und zeigt gegenwartig einen starken Zuwachs 
sowohl in der Entwicklung der Applikationsbreite als auch hinsichtlich der 
technologischen Moglichkeiten. Die enormen Fortschritte, die in den 
letzten Jahren mit beiden Techniken erreicht wurden, erlauben 
Massenauflosungen bis zur Isotopenverteilung, also Auflosungen kleiner 
1 Dalton. Damit wird ein Massenspektrum von Peptidfragmenten nach 
sequenzspezifischen, definiertem Proteaseverdau oder einer anderen 
definierten Spaltung der Proteine erhalten. Dieses Spektrum ist typisch fur 
jedes Protein und wird zur Proteinidentifizierung in Sequenzdatenbanken 
von Proteinen und Expressed Sequence Tag Banken eingesetzt. Da die 
Identifikation des Proteins durch die prazise Identifikation der 
vorhergesagten Peptide nach Proteaseverdau zustande kommt, stort jede 
posttranslationale Modifikation der Proteine, beispielsweise durch 
Glykosylierung, die Erkennung. Dariiber hinaus konnen Fragmentierungs- 
spektren der einzelnen Peptide im Massenspektrometer Informationen iiber 
die Aminosauresequenz der Peptide liefern. Diese Sequenzinformation 
kann allein oder zusammen mit den anderen bekannten Daten des Proteins 
zu dessen Identifizierung in einer Sequenzdatenbank genutzt werden. 
Dieses Verfahren zur Sequenzanalyse ist gegenwartig auf Grund der 
Schwierigkeiten einer korrekten Dateninterpretation noch nicht im 
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Routineeinsatz. Die Grenzen der Proteinidentifizierung durch 
massenspektrometrische Methoden bestehen in der nicht vollstandigen 
Erfassung aller Proteinsequenzen in den vorhandenen Datenbanken. 

4. Datenanalyse 

Die erhaltenen Charakteristika der einzelnen detektierten Proteine aus der 
Trennung in der 2-D- Elektrophorese, wie die Quantitat, isoelektrischer Punkt 
und GroBe, die Daten zur Proteinidentifizerung aus weiteren Schritten, 
beispielsweise der Sequenzierung oder Massenspektrometrie, werden 
zusammengefiihrt. Hieraus ergibt sich das Bild der Gesamtheit der Proteine 
mit ihrer Identitat und Quantitat in dem jeweiligen Proteom. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grunde, die Quantifikation und 
Identifikation der Proteine eines Proteoms zu verbessern, zu erleichtern und 
fur bestimmte Proteine iiberhaupt erst zu ermoglichen. 

ErfindungsgemaG werden die Proteine des Proteoms unter standardisierten 
Bedingungen einer Vielzahl n verschiedener Trennverfahren derart unter- 
worfen, daB jeweils jede der in einem Trennschritt erhaltenen mi flussigen 
Fraktionen in einem darauf folgenden Trennschritt m 2 fliissige Fraktionen 
liefert, wobei nach n Trennschritten mi * m 2 * .... m n = M fliissige Fraktionen 
vorliegen, die mit r verschiedenen Analyseverfahren qualitativ und oder 
quantitativ durch an sich bekannte Identifikationsverfahren identifiziert und 
durch ebenfalls an sich bekannte Quantifikationsverfahren quantitativ 
bestimmt werden, so daB nach Zusammenfiigen der Analysedaten ein n- 
dimensionales Abbild des Proteoms, charakterisiert durch Identifikatoren und 
Quantifikatoren sowie durch die Lage im n-dimensionalen Datenraum, 
gewonnen wird. 
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In den Unteranspruchen 2-12 sind vorteilhafte Ausfiihrungsformen des 
Verfahrens aufgefuhrt. 

Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist die enge Mengenlimitation durch 
die Belastbarkeit der bisher verwendeten 2-D-Elektrophorese nicht mehr 
gegeben. Es sind Proteinmengen im Bereich einiger Gramm einsetzbar. Die 
Trennmatrices sind mehrfach nutzbar. Hierdurch ist eine hohere 
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erzielbar. Das eingesetzte Probenmaterial 
liegt in der flussigen Phase vor und ist somit anschlieBenden Analyseschritten 
unmittelbar zuganglich. Durch den besseren Erhalt der nativen Eigenschaften 
wahrend der Trennung sind analytische Verfahren, wie die Aktivitatsbestim- 
mung, und irnmunologische Verfahren, die auf der nativen Konforraation des 
Analyten beruhen, moglich. Die Trennung von Analyten mit gleichen 
Ladungs- und GroBeneigenschaften ist in der meist verwendeten 2-D- 
Elektrophorese nicht moglich. Durch den Einsatz von mindestens einem 
weiteren Charakteristikum, wie beispielsweise der Hydrophobizitat des 
Analyten, zur Trennung entfallt allerdings diese Einschrankung. 
Die Proben stehen in den Fraktionen nach der Trennung auch weiteren 
praparativen Arbeiten zur Verfugung. 

Die Erfindung soil nachstehend anhand eines in der Zeichnung dargestellten 
Ausfiihrungsbeispiels naher erlautert werden. 
Es zeigen: 

Fig. 1: Trennung von 1000 Proteinen in drei Dimensionen 

Fig. la: Fraktionen 1 bis 33 

Fig. 2a: Fraktionen 33/34 bis 67 

Fig. 3a: Fraktionen 68 bis 100 
Fig. 2: Graphische dreidimensionale Darstellung der Fraktionen gemaB 

Fig. 1 
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Als Ausfuhrungsbeispiel sollen 1000 Proteine durch drei Eigenschaften A, B, 
C beschrieben werden. Diese Eigenschaften konnen zum Beispiel GroBe, 
Ladung und Hydrophobizitat sein. Die Eigenschaften sind in den Proteinen 
zufallig verteilt. Alle Proteine sind fortlaufend numeriert. Hierauf erfolgt eine 
Trennung nach der Eigenschaft A (beispielsweise der GroBe), bei der 100 
Fraktionen a mit den entsprechenden Proteinen erhalten werden. Diese 
Fraktionen a werden nach der Eigenschaft B (beispielsweise der Ladung) in 
jeweils 10 Fraktionen b getrennt. 

Jede dieser Fraktionen b wird einer Trennung nach der Eigenschaft C 
(beispielsweise der Hydrophobizitat) unterworfen und liefert die Fraktionen c. 
Insgesamt werden 100 x 10 x 10 = 10.000 einzelne Fraktionen erhalten. Jedes 
durch die Trennung erhaltene Protein wird nach seinen Eigenschaften 
eindeutig einer der Fraktionen a, b, c zugeordnet. In der Aufstellung gemaB 
Fig. 1 sind die jeweiligen Fraktionen durch Zahlen bezeichnet. Hierbei sind 
die Fraktionen a der Eigenschaft A zugehorig. Sie teilen den moglichen 
Wertebereich der Eigenschaft A in jeweils einhundert gleiche Teile, d. h. fur 
die Voraussetzung eines Wertebereichs von 0 bis 100 entspricht 
beispielsweise der Wert 1 dem Bereich 0 bis 1, der Wert 2 dem Bereich 1 bis 
2, — , der Wert 100 dem Bereich 99-100. Analog sind die moglichen 
Wertebereiche der Eigenschaften B und C in jeweils zehn gleiche Teile 
eingeteilt, d. h. beispielsweise der Wert 1 entspricht dem Bereich 1-10. 
Durchschnittlich jede zehnte Fraktion enthalt ein Protein. 
Aus der Zufallsbetrachtung ergibt sich die Moglichkeit von 
Mehrfachbesetzungen. In dem in der Aufstellung nach Fig. la-c aufgefiihrten 
Beispiel sind 39 Doppelbelegungen und eine Dreifachbelegung von 
Fraktionen enthalten. 

Aus Platzgrunden und der Ubersicht halber sind die leeren 9.000 Fraktionen 
nicht dargestellt. 
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Fig. 1 enthalt folgende tabellarische Auflistung: 



Protein 


Fraktionen 


Fraktionen 


Fraktionen 


Nr. 


a 


b 


c 



wobei in Fig. la die Fraktionen a=l bis 33, in Fig. 2a die Fraktionen 
a = 33/34 bis 67 und in Fig. lc die Fraktionen a = 68 bis 100 aufgefuhrt sind. 
Fig. 2 zeigt ein dreidimensionales Diagramm mit den Positionen der durch 
Proteine besetzten Fraktionen nach Fig. L 
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Aufstellung der verwendeten Bezugszeichen 

Eigenschaft von Proteinen 
Fraktion 
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Patentanspriiche 



1. Verfahren zur mehrdimensionalen Analyse eines Proteoms, bei dem das 
biologische Material mit dem zu analysierenden Proteom aufgeschlossen und 
die zu dem Proteom gehorenden Proteine getrennt sowie quantitativ bestimmt 
und identifiziert werden, dadurch gekennzeichnet, da6 die Proteine des 
Proteoms unter standardisierten Bedingungen einer Vielzahl n verschiedener 
Trenn verfahren fur n>2 derart unterworfen werden, daG jeweils jede der in 
einem Trennschritt erhaltenen flussigen Fraktionen nij in einem darauf 
folgenden Trennschritt m 2 fliissige Fraktionen liefert, wobei nach n 
Trennschritten mi * m 2 * .... m n = M fliissige Fraktionen vorliegen, die mit r 
verschiedenen Analyseverfahren qualitativ und oder quantitativ durch an sich 
bekannte Identifikationsverfahren identifiziert und durch ebenfalls an sich 
bekannte Quantifikationsverfahren quantitativ bestimmt werden, so daB nach 
Zusammenfugen der Analysedaten ein n-dimensionales Abbild des Proteoms, 
charakterisiert durch Identifikatoren und Quantifikatoren sowie durch die 
Lage im n-dimensionalen Datenraum, gewonnen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Trennverfah- 
ren Methoden, die nach der GroBe der Proteine trennen, und/oder Methoden, 
die nach der Masse der Proteine trennen, und/oder Methoden, die nach der 
Ladung der Proteine trennen, und/oder Methoden, die nach der 
Hydrophobizitat der Proteine trennen, und/oder Methoden, die nach der Form 
der Proteine trennen und/oder Methoden, die nach der Affinitat der Proteine 
hinsichtlich speziflscher Liganden auch zu Antikorpern trennen, ausgewahlt 
werden. 
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3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Identifika- 
tionsverfahren Methoden zur Bestimmung spezifischer immunologischer 
Eigenschaften und/oder Bestimmungsmethoden spezifischer katalytischer 
Aktivitat und/oder Bestimmungsmethoden zur chemischen Modifikation der 
Proteine des Proteoms eingesetzt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Quantifi- 
kationsverfahren Methoden der unspezifischen Bestimmung der Protein- 
konzentration mit unterschiedlichen Empfindlichkeiten und/oder quantitative 
Bestimmungsmethoden zur Bestimmung spezifischer katalytischer Aktivita- 
ten und/oder quantitative immunologische Methoden und/oder quantitative 
Bindungsassays ausgewahlt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Identifika- 
tion einzelner Proteine des Proteoms direkt iiber die Massebestimmung der 
Proteine erfolgt. 

6. Verfahren nach Anspruch L dadurch gekennzeichnet, daB die Identifika- 
tion einzelner Proteine des Proteoms nach Protease Verdau und Masseidenti- 
fikation der Fragmente erfolgt. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB beim ersten 
Trennschritt die Fraktionen in einem zweidimensionalen 
MehrfachgefaBsystem, vorzugsweise in der Art und mit der Grundflache von 
Mikrotitrationsplatten gesammelt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB beim ersten 
Trennschritt die Fraktionen in einem defmierten Raster, vorzugsweise im 
n * 96 - fach Raster der Mikrotiterplattentechnologie gesammelt werden. 
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9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB alle Identifika- 
tions- und Quantifikationsschritte in einem definiertem Raster, vorzugsweise 
dem n * 96 - fach Raster, mit paBfahiger Liquidhandlingstechnik erfolgen. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB alle 
Identifikations- und Quantifikationsschritte mit wenigstens vier 
zweidimensional angeordneten und simultan arbeitenden Pipettorkanalen 
erfolgt. 

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die erste 
Dimension zur Trennung ein an sich bekannte hochauflosende 
GroBenausschluB-, eine Ionenaustausch oder eine Hydrophobizitatschromato- 
graphie ist, daB die zweite Dimension durch parallele Trennung und 
Fraktionierung der Fraktionen der ersten Dimension nach einem anderen als 
dem fur die erste Dimension verwendeten Trennprinzip erfolgt und daB jede 
weitere Trennung und Fraktionierung durch parallele Trenn- und 
Fraktioniermethoden mit den aus den jeweils vorhergehenden Trenn- und 
Fraktionierschritten erhaltenen Fraktionen erfolgt. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Analyse- 
daten fur das n-dimensionale Abbild des Proteoms in einer Datenbank zusarn- 
mengefaBt werden. 
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National :AE f AL f AM>\T / AZ,BA,BB # BR,BY,CH f CR # CU f DK,DM,EE,ES / FI # GB / GD / GE f GH, 

GM / HR f HUJDJN / IS / KE,KG f KZ / LC # LK,LR / LS f LT,LU / LV # MA # MD f MG / MK / MW # MX / PT f SD f 

SG # SI # SUTJ,TM # TRrTT # TZ / UA t UG,U2^VN,YU^A f ZW 

3. The applicant is reminded that he must enter the "national phase" before the expiration of 30 months from the priority date 
before each of the Offices listed above. This must be done by paying the national fee(s) and furnishing , if prescribed, a 
translation of the international application (Article 39(1)(a)), as well as, where applicable, by furnishing a translation of any 
annexes of the international preliminary examination report (Article 36(3)(b) and Rule 74.1). 

Some offices have fixed time limits expiring later than the above-mentioned time limit. For detailed information about the 
applicable time limits and the acts to be performed upon entry into the national phase before a particular Office, see Volume II 
of the PCT Applicant's Guide. 

The entry into the European regional phase is postponed until 31 months from the priority date for all States designated for 
the purposes of obtaining a European patent. 
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SeeNotificationofTransmittaloflnternational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/DE00/02154 


International filing date (day/month/year) Priority date (day/month/year) 

04 July 2000 (04.07.00) 05 July 1999 (05.07.99) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC HECEI VEEO 
G01N 30/46 

JUN 2 1 2002 

— Technology Center 2000 


Applicant 

MOORE, Thomas 



1. This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 

□ 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



1 


I2SI 


II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 


Date of completion of this report 




05 February 2001 (05.02.01) 


22 -August 2001 (22.08.2001) 




Name and mailing address of the IPEA/EP 


Authorized officer 




Facsimile No. 


Telephone No. 





Form PCT/IPEA/409 (cover-sheet) (July 199S) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/DE00/02154 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
| | the international application as originally filed 

[^1 the description: 

pages 

pages 

pages 



1-12 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-12 



, as originally filed 

, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages ____ 



1/4-4/4 



, as originally filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



|~*~] the sequence listing part of the description: 

pages 

pages 

pages __ 



, as originally filed 

_, filed with the demand 



filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23. 1(b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

I 1 contained in the international application in written form. 

I I filed together with the international application in computer readable form. 

I I furnished subsequently to this Authority in written form. 

I I furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

I I The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 
1 I the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



5 I I re P ort ^ Deen established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 
' — ' beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article J 4 are riferred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Hule 70.16 
and 70. J 7). 

** Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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V. 


Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1. 


Statement 








Novelty (N) 


Claims 7 , 8 , 


10, 12 VES 






Claims 1-6/ 


9, 11 NO 




Inventive step (IS) 


Claims 


YES 






Claims _l 


NO 




Industrial applicability (IA) 


Claims 1 


~ 12 YES 






Claims 


NO 


2. 


Citations and explanations 








1. This report makes reference to the 


following 




documents (Dl 


-D2) cited in the international search 



report : 



Dl: ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, 1 May 1998, Vol. 
258, No. 2, pages 349-361, ISSN: 0003- 
2697; 

OPITECK G J et al: 'Comprehensive two- 
dimensional high-performance liquid 
chromatography for the isolation of 
overexpressed proteins and proteome 
mapping ' 

(cited by the applicant) 
D2: ANALYTICAL CHEMISTRY, 1 October 1995, Vol. 
67, No. 19, pages 3456-3463, ISSN: 0003- 
2700; 

MOORE AW et al: 'Comprehensive three- 
dimensional separation of peptides using 
size exclusion/reversed phase liquid 
chromatography/optically gated capillary 
zone electrophoresis 1 



2. Dl discloses a method for multidimensional analysis 
of a proteome according to the preamble of main 

Form PCT/I PEA/4 0975 ox V) (January 1994) 



'International application No. 

INTERNATIONA] PRELIMINARY EXAMI? \TION REPORT pCT/DE 00/02154 



Claim 1 (cf. Dl, page 353, left-hand column, second 
paragraph 'Each comprehensive searching program 
(66) f ; figures). According to this known method, the 
proteins belonging to the proteome are first 
separated according to their size using the SEC 
method. In a second step, the protein fractions 
obtained thereby are concentrated on an RP-HPLC 
column and separated 1 from the elution liquid used 
for the SEC method. In the following step, the 
concentrated protein fractions are separated 
according to their hydrophobicity using a gradient 
elution. 

2.1 Therefore '...the proteome proteins are subjected, 
under standardized conditions, to a multiple number 
n of different separating methods for n > 2..." such 
that 'each of the liquid fractions mi obtained in a 
separation step produces liquid fractions in a 
subsequent separation step m 2 , liquid fractions 2 
being present after n separation steps mi*m 2 *...m n = 
M ! . 



2.2 Furthermore, the liquid fractions resulting 

therefrom are quantitatively measured using UV- 
spectroscopy and the proteins obtained thereby are 
indentified by means of MALDO-TOF/MS, ESI /MS or 
sequencing according to the Edman method, such that 
f ... after combining the analytical data, an n- 
dimensional image of the proteome is obtained, 
characterized by indentifiers and quantifiers and by 
the position in the n-dimensional data space'. 



1 which is surely equivalent to a second separation process! 

2 The case m 2 =l a,lso comes under the valid wording of the claim! 
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r 1 / UEj \JV/U<£±DH 



2.3 It follows therefrom that the subject of the main 
claim lacks novelty over this prior art. Therefore 
the main claim does not meet the requirements of PCT 
Article 33(2) . 



3. In addition, the subject of the main claim does not 
involve an inventive step pursuant to PCT Article 
33(3) : 



3.1 The method developed by the applicant differs from 
the prior art known from Dl essentially in that the 
proteins are separated at least after a third 
characteristic, meaning in a third dimension. By 
implementing this measure, the problem of 
insufficient peak capacity, which was already 
recognized in Dl, is accounted for. In this manner, 
the problem to be addressed by the application is 
solved, namely that of "improving, making easier, 
and for certain proteins, making at all possible the 
quantification and identification of the proteins of 
a proteome" (cf. present application, page 9, 
paragraph 3) . 



3.2 However, in the field of chromatography, it is quite 
commonplace to attempt to improve the peak capacity 
by introducing further separation dimensions. In 
particular, exactly this measure is taken in the 
device known from D2 for separating peptides, in 
order to increase the peak capacity of the device 
(cf. D2, 1 Conclusions 1 ; figures). In addition, the 
separating methods of the first and second dimension 
in Dl and D2 are the same. For this reason, it would 
immediately occur to a person skilled in the art to 
apply the third separation method from D2 to the 
method known from Dl, in order to solve the problem 



Form PCT/IPEA/409 (Box VIII) (January 1994) 



International application No. 
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in question. In this way, he would arrive at the 
subject matter for which the applicant seeks 
protection, without thereby being inventive. 



3.3 Therefore the main claim does not meet the 
requirements of PCT Article 33(3). 



4. Further, the additional features of Claims 2-12, 

which are dependent on the main claim, do not form a 
basis for novel and inventive subject matter, 
because they already belong to the prior art or are 
regarded as standard alternatives to the measures 
taken therein: 



4.1 For example, the separation methods used in Dl and 
D2 can be classified as coming under the methods 
indicated in Claim 2. Separation according to 
protein charge, shape, or affinity are further 
separation methods that are commonly used in this 
technical field. Similarly, the sequencing used in 
Dl according to the Edman method is an example of 
the indentif ication method claimed in Claim 3. The 
determination of the protein concentration by means 
of UV-spectroscopy is known from Dl (cf . Claim 4) . 
The identification of individual proteins of the 
proteome occurs in Dl directly by means of the mass 
determination of the proteins (cf . Claim 5) . The 
additional features of Claim 6 can likewise be found 
in Dl. The same applies to the use of two- 
dimensional multiple vessel systems, in particular 
microtitration plates, for collecting the liquid 
fractions (cf. Claim 7 or 8). It would be obvious to 
also use a fraction collector after the first 
separation process, if the intermediate fractions 
were accessible. The additional features of Claim 9 
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were already disclosed in Dl. Claim 10 pertains to 
standard technical measures for carrying out the 
method indicated in Claim 9. The method known from 
Dl comes under the scope of Claim 11. It would be 
obvious to combine the analytical data in a 
database . 



Consequently, taking these measures does not involve 
an inventive step. 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

The scope of protection of the main claim includes any and 
all methods for multidimensional analysis of a proteome 
where n>2 . However, the description illustrates only one 
single embodiment, namely that of the case in which n=3 . 
There is nothing which indicates how the teaching of the 
invention is to be realized over the entire scope of 
protection. Consequently, the main claim is not supported 
in its full scope by the description. Therefore the main 
claim fails to meet the requirements of PCT Article 6. 
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2011 South Clark Place Room 
CP2/5C24 

Arlington, VA 22202 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

in its capacity as elected Office 


Date of mailing (day/month/year) 
26 March 2001 (26.03.01) 




International application No. 
PCT/DE00/02154 


Applicant's or agent's file reference 
S1322 


International filing date (day/month/year) 
04 July 2000(04.07.00) 


Priority date {day/month/year) 
05 July 1999 (05.07.99) 


Applicant 

MOORE, Thomas etal 



1. The designated Office is hereby notified of its election made: 

| X | in the demand filed with the International Preliminary Examining Authority on: 

05 February 2001 (05.02.01) 



j^J in a notice effecting later election filed with the International Bureau on: 



2. The election | X | was 

j~" j was not 

made before the expiration of 19 months from the priority date or, where Rule 32 applies, within the time limit under 
Rule 32.2(b). 





Authorized officer 


The International Bureau of WIPO 




34, chemin des Colombettes 


Sean Taylor 


1211 Geneva 20, Switzerland 


Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Telephone No.: (41-22)338.83.38 
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OEHMKE & KOLLEGEN 
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ALLEMAGNE 


Date of mailing (day/month/year) 

26 March 2001 (26.03.01) j 


Applicant's or agent's file reference 
S1322 
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International application No. 
PCT/DE00/02154 


International filing date (day/month/year) 
04 July 2000 (04.07.00) 



1. The following indications appeared on record concerning: 
| | the applicant | [ the inventor | | the agent 



the common representative 



Name and Address 


State of Nationality 


State of Residence 


JENOPTIK AG 
Gewerbliche Schutzrechte 
D-07739 Jena 






Telephone No. 




Facsimile No. 




Teleprinter No. 



2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning: 
j [ the person |~ [ the name [ | the address [ | the nationality jT [ the residence 



Name and Address 



State of Nationality 



State of Residence 



Telephone No. 



Facsimile No. 



Teleprinter No. 



3. Further observations, if necessary: 

Please note the new correspondence address as mentioned in the addressee's box. 



4. A copy of this notification has been sent to: 
| X| the receiving Office 
j the International Searching Authority 
| X| the International Preliminary Examining Authority 



| ~~~~j the designated Offices concerned 
| X| the elected Offices concerned 
| | other: 
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Facsimile No.: (41-22) 740.14.35 


Authorized officer 

Sean Taylor 
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PCT 
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IMPORTANT NOTIFICATION 


International application No. 
PCT/DE00/02154 


International filing date (day/month/year) 
04 July 2000 (04.07.00) 


Applicant 

MOORE, Thomas etal 



The applicant is hereby notified of the following in respect of the priority claim(s) made in the international application. 

1. fX] Correction of priority claim. In accordance with the applicant's notice received on: 06 September 2000 (06.09.00), 

the following priority claim has been corrected to read as follows: 

DE 05 July 1999 (05.07.99) 199 32 270.8 
|~~] even though the indication of the number of the earlier application is missing. 

| | even though the following indication in the priority claim is not the same as the corresponding indication appearing 
in the priority document: 

2. Addition of priority claim. In accordance with the applicant's notice received on: , 
the following priority claim has been added: 

| | even though the indication of the number of the earlier application is missing. 

Q even though the following indication in the priority claim is not the same as the corresponding indication appearing 
in the priority document: 

3. 1 I As a result of the correction and/or addition of (a) priority claim{s) under items 1 and/or 2, the (earliest) priority date is: 



4. Q Priority claim considered not to have been made. 

[~l The applicant failed to respond to the Invitation under Rule 26bis.2(a) (Form PCT/IB/316) within the prescribed time limit. 

| | The applicant's notice was received after the expiration of the prescribed time limit under Rule 26bis.1(a). 

| | The applicant's notice failed to correct the priority claim so as to comply with the requirements of Rule 4.10. 

The applicant may, before the technical preparations for international publication have been completed and subject to the 
payment of a fee, request the International Bureau to publish, together with the international application, information 
concerning the priority claim. See Rule 26bis.2(c) and the PCT Applicant's Guide, Volume I, Annex B2(IB). 

5. Q In case where multiple priorities have been claimed, the above item(s) relate to the following priority claim(s): 



6. A copy of this notification has been sent to the receiving Office and 
[X] to the International Searching Authority (where the international search report has not yet been issued). 
fX) the designated Offices (which have already been notified of the receipt of the record copy). 
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1211 Geneva 20, Switzerland 
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Facsimile No. (41-22) 740.14.35 


Telephone No. (41-22) 338.83.38 



VERTRIAG UBE 
AUF 



INTERNATIONALE ZUSAMM 
GEBIET DES PATENTWESEN 



r^F< 

PCT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artikel 18 sowie Regeln 43 und 44 PCT) 



RBEIT 



Aktenzeichen des Anmelders Oder An waits 

S1322 


WEITERES siene Mtteilung uber die Obermittlung des internationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Internationales Aktenzeichen 

PCT/DE 00/02154 


Internationales Anmeldedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 

04/07/2000 


(Fruhestes) Prioritatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

05/07/1999 


Anmelder 

MOORE, Thomas et al . 



Dieser internationale Recherchenbericht wurde von der Internationalen Recherchenbehorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB 
Artikel 18 ubermittelt Eine Kopie wird dem Internationalen Buro ubermittelt. 

Dieser internationale Recherchenbericht umfaBt insgesamt _3 Blatter. 

|X| Daruber hinaus liegt ihm jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unterlagen zum Stand der Technik beL 



2. 
3. 



Grundlage des Berichts 

a. Hinsichtlich der Sprache 1st die internationale Recherche auf der Grundlage der internationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefiihrt worden, in der sie eingereicht wurde, sofern unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist 

[ | Die internationale Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behorde eingereichten Obersetzung der internationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefiihrt worden. 

b. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die internationale 
Recherche auf der Grundlage des SequenzprotokoHs durchgefuhrt worden, das 
\ j in der internationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthalten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbarungsgehalt der 
internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftlichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt. 

Bestimmte Anspruche haben sich als nicht recherchierbar erwiesen (siehe Feld I). 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung (siehe Feld II). 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



□ 
□ 



Hinsichtlich der Bezeichnung der Erfindung 

£ j wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 
[X| wurde der Wortlaut von der Behorde wie folgt festgesetzt: 

VERFAHREN ZUR MEHRDIMENSIONALEN ANALYSE EINES PR0TE0MS 



Hinsichtlich der Zusammenfassung 

rCTI wird der vom Anmelder eingereichte Wortlaut genehmigt. 

wurde der Wortlaut nach Regel 38.2b) in der in Feld III angegebenen Fassung von der Behorde festgesetzt. Der 
[ | Anmelder kann der Behorde innerhalb eines Monats nach dem Datum der Absendung dieses internationalen 

Recherchenberichts eine Stellungnahme vorlegen. 

Folgende Abbildung der Zeichnungen ist mit der Zusammenfassung zu veroffentlichen: Abb. Nr. 2_ 



[X] wie vom Anmelder vorgeschlagen Q keine der Abb. 

j | weil der Anmelder selbst keine Abbildung vorgeschlagen hat. 
| | weil diese Abbildung die Erfindung besser kennzeichnet. 



Formblatt PCT/ISA/210 (Blatt 1) (Juli 1998) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intern atloutafi Aktenzeichen 



PCT/C 



V02154 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUNGSGEGENSTANDES 

IPK 7 G01N30/46 



Nach der Internationaten Patentklassifikation (IPK) oder nach der nationalen Ktassifikalion und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprufstoff (Klassifikationssystem und Klassifikationssymbole ) 

IPK 7 G01N 



Recherchierte aber nicht zum Mindeslprufstoff gehorende Veroffentlichungen, soweil diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wan rend der internalionalen Recherche konsultierte eleklronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegriffe) 

EPO-Internal , PAJ, BIOSIS, SCISEARCH 



C. ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie 0 Bezeichnung der Veroffentlichung, soweil ertordertich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 



Betr. Anspruch Nr. 



MOORE A W ET AL: "COMPREHENSIVE 
THREE-DIMENSIONAL SEPARATION OF PEPTIDES 
USING SIZE EXCLUSION 
CHROMATOGRAPHY/REVERSED PHASE LIQUID 
CHROMATOGRAPHY/ OPTICALLY GATED CAPILLARY 
ZONE ELECTROPHORESIS" 

ANALYTICAL CHEMISTRY, US, AMERICAN CHEMICAL 
SOCIETY. COLUMBUS, 
Bd. 67, Nr. 19, 

1. Oktober 1995 (1995-10-01), Seiten 
3456-3463, XP000535656 
ISSN: 0003-2700 

Zusammenfassung; Abbildungen 1,4 

-/— 



1,2,11, 
12 



X Weitere Veroffentlichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



□ 



Siehe Anhang Patentfamilie 



° Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentlichungen 

"A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" atteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem internationaten 
Anmeldedatum veroffentlicht worden ist 

"L* Veroffentlichung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffenttichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffentlichung belegt werden 
soil oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

•O" Veroffentlichung, die sich auf eine mundliche Offenbarung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere MaBnahmen bezieht 

"P" Veroffentlichung, die vor dem internationalen Anmeldedatum, aber nach 
dem beanspruchlen Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist 



*T' Spatere Veroffentlichung, die nach dem internationalen Anmeldedatum 
oder dem Prioritatsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

*X" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet werden 

"Y" Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

•&■ Veroffentlichung, die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der internationalen Recherche 



1. Dezember 2000 



Absendedatum des internationalen Recherch en benefits 



08/12/2000 



Name und Postanschrift der Internationalen Recherch en behorde 
Europaisches Palentamt, P.B. 5818 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Bevoilmachttgter Bediensteter 



Zinngrebe, U 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzeichen 



PCT/D 



)/02154 



C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 


Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Telle 


Betr. Anspruch Nr. 


A 


OPITECK G J ET AL: "COMPREHENSIVE 
TWO-DIMENSIONAL HIGH-PERFORMANCE LIQUID 
CHROMATOGRAPHY FOR THE ISOLATION OF 
OVEREXPRESSED PROTEINS AND PROTEOME 
MAPPING" 

ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, ACADEMIC PRESS, 
SAN DIEGO, CA,US, 

Bd. 258, Nr. 2, 1. Mai 1998 (1998-05-01), 

Seiten 349-361, XP000960771 

ISSN: 0003-2697 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung 

Seite 351 -Seite 352 


l 


A 


DUCRET A ET AL: "HIGH THROUGHPUT PROTEIN 
CHARACTERIZATION BY AUTOMATED 
REVERSE-PHASE CHROMATOGRAPHY/ELECTROSPRAY 
TANDEM MASS SPECTROMETRY" 
PROTEIN SCIENCE, CAMBRIDGE UNIVERSITY 
PRESS, CAMBRIDGE, GB, 

Bd. 7, Nr. 1, 7. Marz 1998 (1998-03-07), 

Seiten 706-719, XP000965234 

ISSN: 0961-8368 

in der Anmeldung erwahnt 

Zusammenfassung; Abbildung 1 


l 


A 


BLACKSTOCK W P ET AL: "Proteomics : 
quantitative and physical mapping of 
cellular proteins" 

TRENDS IN BIOTECHNOLOGY.NL, ELSEVIER, 
AMSTERDAM, 

Bd. 17, Nr. 3, Marz 1999 (1999-03), Seiten 
121-127, XP004157732 
ISSN: 0167-7799 
Seite 122 -Seite 124 


l 


A 


LOPEZ M F: "Proteome analysis - I. Gene 
products are where the biological action 
is" 

JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY B: BIOMEDICAL 
APPLICATIONS.NL, ELSEVIER SCIENCE 
PUBLISHERS, 

PH 100 Mr> 1 O 

do. Ice, nr. It, 

5. Februar 1999 (1999-02-05), Seiten 
191-202, XP004156213 
ISSN: 0378-4347 
Seite 198 


l 
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PCT 


Internationales Aktenzeichen 


A \|T1 » A Z" 1 


Internationales Anmeldedatum 


Der Unterzeichnete beantragt, daB die vorliegende 
interaationale Anmeldung nach dem Vertrag uber die 
Internationale Zusammenarbeit auf dem Gebiet des 


Name des Anmeldeamts und "PCT International Application" i 


Patentwesens behandelt wird. 


Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts (falls gewunscht) 
(max. 12 Zeichen) 5-] 322 



Feld Nr. I BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG 

Verfahren zur mehrdimensionalen Analyse eines Proteoms 



Feld Nr. II ANMELDER 



Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juris iischen Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Stoats anzuzeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

MOORE, Thomas 
Zur Lammerlaide 15 
D-07751 Drackendorf 
Deutschland 



pjfl Diese Person ist 
■ — I gleichzeitig Erfinder 



Telefonnr.: 

03641 65 1421 



Telefaxnr.: 

03641 65 1429 



Femschreibnr.: 



Staatsangehorigkeit (Staat): ^ 


Sitz oder Wohnsitz (Staat) 


Diese Person ist Anmelder rTTl alle Bestiiti- I 1 alleBestimmungsstaatenraitAusnahme 1 | nur die Vereinigten | | die im Zusatzfcld 
fur folgende Staaten: 1 j» 1 rmingsstaalen L | der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Feld Nr. Ill WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 





Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juris tisch en Personen vollstandige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

HORN, Anton 
Pennickental 4 
D-07749 Jena 
Deutschland 



Diese Person ist: 
I I nur Anmelder 

I X| Anmelder und Erfinder 

□ nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtnotig.) 



Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat) 

DE 


DiesePerson ist Anmelder 1 j alleBestim- 1 1 alle Bestimmungsstaaten rait Ausnahme r%7"| nur die Vereinigten 

fur folgende Staaten: | | mungsstaaten | I der Vereinigten Staaten von Amerika 1 Staaten von Amerika 


1 1 die im Zusatzfeld 
1 1 angegebenen Staaten 


|y| Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einem Fortsetzungsblatt angegeben. 


Feld Nr. IV ANW ALT ODER GEMEINSAMER VERTRETER; ZTJSTELLANSCHRIFT 


Die folgende Person wird hiermit bestellt/istbestellt worden, um fur den (die) Anmeldeij 
vor den zustandigen internationalen Behorden in folgender Eigenschaft zu handeln alsl — 


J Anwalt 


1 — 1 gemeinsamer 
1 1 Vertreter 



Name und Anschrift (Familienname, Vorname; beijuristischenPersonenvollstdndigeamilicheBezeichnung. 

Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben.) 

JENOPTIK AG 
Gewerbliche Schutzrechte 
D-07739 Jena 
Deutschland 



Telefonnr.: 

03641 65 3068 



Telefaxnr.: 

03641 65 3681 



Fernschreibnr.: 



aZustellanschrift: Dieses Kastchen ist anzukreuzen, wenn kein Anwalt oder gemeinsamer Vertreter bestellt ist und statt dessen 
im obigen Feld eine spezielle Zustellanschrift angegeben ist. 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 1) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



BlattNr, 



Fortsetzung von Feld Nr. ID WEITERE ANMELDER UND/ODER (WEITERE) ERFINDER 


Wird keines der folgenden Felder benutzt, so sollte dieses Btatt dem Antrag nicht beigefugt werderu 


Name und Anschrift: (Familienname. Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnunz. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Stoat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 

KREUSCH, Stefan 
FreiligrathstraRe 90 
D-07743 Jena 
Deutschland 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

IX] Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
i — 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nicht no tig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): ^ 


Sitz oder Wohnsitz (Staat) ^ 


DiesePersonistAnmelder i 1 aHeBestim- I | alleBestimroimgsstaatenmitAusnahmc f^l nur die Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

lurtolgende Staaten: 1 1 mungsstaaten | | der Veremigten Staaten von Amerika 1 A | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| 1 nur Anmelder 

1 _ 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

I 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nichtnotig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat) 


Diese Person ist Anmelder i 1 aHeBestim- I 1 alleBestirnraungsstaatenmitAusnahme ( 1 nur die Vereinigten 1 1 die im Zusatzfeld 

rurtolgende Staaten: | \ mungsstaaten | | der Vereinigten Staaten von Amerika \ | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
1 1 nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

| 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 

1 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 

Angaben nichtnotig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat) 


Diese Person ist Anmelder | | aHeBestim- I 1 alleBestimmungsstaatenmitAusnahme 1 1 nur die Vereinigten I 1 die ira Zusatzfeld 

rurlolgendebtaaten: | | mungsstaaten \ | der Vereinigten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


Name und Anschrift: (Familienname, Vorname; bei juristischen Personen vollstdndige amtliche 
Bezeichnung. Bei der Anschrift sind die Postleitzahl und der Name des Staats anzugeben. Der 
in diesem Feld in der Anschrift angegebene Staat ist der Staat des Sitzes oder Wohnsitzes des 
Anmelders, sofern nachstehend kein Staat des Sitzes oder Wohnsitzes angegeben ist.) 


Diese Person ist: 
| | nur Anmelder 

1 1 Anmelder und Erfinder 

1 1 nur Erfinder (Wird dieses Kdstchen 
1 — 1 angekreuzt, so sind die nachstehenden 
Angaben nichtnotig.) 


Staatsangehorigkeit (Staat): 


Sitz oder Wohnsitz (Staat) 


DiesePersonistAnmelder i [aHeBestim- | 1 alleBestimmungsstaatenmit Ausnahrae I 1 nur die Vereinigten I 1 die im Zusatzfeld 

furtolgendebtaaten: | 1 mungsstaaten | | der Vereitugten Staaten von Amerika | | Staaten von Amerika | | angegebenen Staaten 


1 | Weitere Anmelder und/oder (weitere) Erfinder sind auf einera zusatzlicben Fortsetzungsblatt angegeben. 



Formblatt PCT7RO/101 (Fortsetzungsblatt) (Juli 1998; Nachdruck Juli 1999) Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



Biatt Nr. 3. 



Feld Nr. V BEST1MMUNG VON STAATEN 



Die folgeodeo Bcstimmungcn nacb Regel 4.9 Absatz a werden hicrmit vorgenommeo (bitte die entsprechenden Kastchcn anhreuzm; n-enigstens tin Xastchen mufi 
angekreuzt warden)'. 
Regionales Patent 

3 AP ARIPO-Patent: GH Ghana, GM Gambia, KE Kenia, LS Lesotho, MW Malawi, SD Sudan, SL Sierra Leone, 
SZ Swasiland, TZ Vereirnjje Republik Tansania, UG Uganda, ZW Simbabwe und jedex watere Staat, der Vertragsstaat des 
Harare-Protokolls und des PCT ist 

X] EA Eurasisches Patent: AM Armenicn, AZ Aserbaidschan, BY Belarus, KG Kirgisistan, KZ Kasachstan, MD Republik 
Moldau, RU Russische F6deration,TJ Tadschikistan,TM Turkmenistan und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat des Eurasischen 
Paten tubereinkomraens und des PCT i st 
3 EP Europaisches Patent: AT Osterreich, BE Belgien, Cll nnd LI Schweiz und Liechtenstein, CY Zypern, 
DE Deutschland, DK Danemark, £S Spanien, Fl Finnland, FR Frankreich, GB Vereimgtes Kdhigreich, GR Gnechenland, 
IE Lrland, IT Italien, LU Luxemburg, MC Monaco, NL Niederlande, PT Portugal, SE Sdrweden und jeder weitere Staat, 
der Vertragsstaat des Europaischen Patentubereinicomraens und des PCT ist 
5fl OA O API-Patent: BF Burkina Faso, BJ Benin, CF Zentralatrikanische Republik, CG Kongo, CI Cote dTvoire, CM Kamerun, 
GA Gabun, GN Guinea, GW Guinea-Bissau, ML Mali, MR Mauretanien, NE Niger, SN Senegal, TD Tscbad, TG Togo 
und jeder weitere Staat, der Vertragsstaat der OAP1 und des PCT ist (falls tine andereSchutzrechlsart odor an sonstiges VerfahrengeMunscht 

wird, bitte auf der gepunhcten Link, angeben) ; 

Nation ales Patent (falls tine andere Schutzrcchtsart odor tin sonstiga Verfahren gewunscht wird, bitte auf der gepunheien linie angeben): 



3 AJE Vereinigte Arabische Emirate 
jgj AIL Albanien 

2 AM Arraenien 

3 AT 
0 AU 
3 AZ 
0 BA 
S BB 
13 BG 
0 BR 

a BY 

a ca 



Osterreich 0 LU 

Australien 0 LV 

Aserbaidschan 

Bosnien-Herzegowina 

Barbados 

Bulgarien 

Brasilien 



B LR Liberia 

03 LS Lesotho 

0 LT Litauen 

Luxemburg 
Lettland 

0 MA Marokko 

H MD Republik Moldau 

0 MG Madagaskar 

0 MK Die ehemalige jugoslawische Republik 
Mazedonien 



Belarus 0 MN Mongol ei 

0 MW Malawi . . 
0 MX Mexiko . 



Kanada 



CH und LI Schweiz und Liechtenstein 

0 CN China 0 NO Norwege 

0 CR Costa Rica 0 NZ 

0 CU Kuba 0 PL 

0 CZ Tschechische Republik , 0 PT 

0 0E Deutschland 0 RO 

0 DK Danemark 0 RU 

0 DM Dominica 0 SD 



0 EE 
H ES 
0 FI 
0 G fi 
0 GD 
0 GE 



Estland 0 SE 

Spanien 0 SG 

Finnland 0 



Vereinigtes Konigreich 
Grenada 

Georgien 



0 

0 TJ 



SI 
SK 
SL 



Neuseeland 

Polen 

Portugal 

Rnmanien 

Russische Foderation 
Sudan 
Schweden 
Singapur 

Slowenien 

Slowakei 

Sierra Leone 

Tadschikistan 



0 GH Ghana 0 TM Turkmenistan 

0 GM Gambia 



0 

0 au 

0 ID 
0 UL 
0 IN 
0 IS 

0 JP 

0 KE 



0 TR Turkei 

Kroatien 0 TT Trinidad und Tobago 

Vereinigte Republik Tansania 
Ukraine 



Ungarn 0 



Indonesien 



TZ 
UA 



Israel 0 UG Uganda 



0 US Vereinigte Staaten von Amerika 



Usbekistan 
Vietnam . . 



Indien 

Island 

Japan 0 UZ 

Kenia 0 VN 

0 KG Kirgisistan 0YU Jugoslawien 

0 KP Demokratische Volksrepublik Korea 0 ZA Sudafrika . 

0 ZW Simbabwe 

0 KR Republik Korea Kistchen fur die Bestiramung von Staaten , die dem PCT nach der 

0 KZ Kasachstan VerofYentlichung dieses Formblatts beigctreten sind: 

0 LC Saint Lucia □ 

0 LK Sri Lanka □ 

Erkiarung bzgU vorsorglicher Bestimmungen: Zusatzlich zu den oben gen aim ten Best Lmraun gen nimmt der Anmclder nach Regel 4.9 
Absatz b auch alle anderen nach dem PCT zulassigen Bestimmimgen vor mit Ausnahrae der im Zusatzfeld genannten Bestirnroungen, die 
von dieser Erkiarung auseenornmen sind. Der Anmelder erklart, dafi diese zusatzlichen Bestiramungen uiiter dem yorbehalt einer 
Bestatigung stehen und jede zusatzliche Bestimmung, die vor Ablauf von 1 5 Mooaten ab dem Prioritatsdatum nicht bestatigt wurde, nach 
Ablauf dieser Frist als vom Anmelder zuruckgenoramen gilt (Die Bestatigung (einschliefilich der Gebuhren) mufi beim Anmeldeamt 
innerhalb der Frist von 15 Mona ten eingehen.) 



Formblatt PCT/RO/101 (Blatt 2) (Januar 2000) 



Siehe Anmerkungen zu diesem Antragsformular 



BlattNr. . . 



Feld Nr. VI PRIORITATSANSPRUCH 



I | Weitere Prioritatsanspruche sind im Zusatzfeld angegeben. 



Anrneldedatum 
der fruheren Anmeldung 
(Tag/Monat/Jahr) 



Aktenzeichen 
der fruheren Anmeldung 



1st die friihere Anmeldung eine: 



nationale Anmeldung: 
Staat 



regionale Anmeldung:* 
regionales Amt 



interaationale Anmeldung 
Anmeldeamt 



Zeile(l) 

05/07/2606 



199 32 270.8 



Zeile(2) 



Zeile(3) 



1 



| v| Das Anmeldeamt wird ersucht, eine beglaubigte Abschrift der oben in der (den) Zetle(n)_ 

LAI bezeichneten fruheren Anmeldung(en) zu erstellen und dem intemationalen Buro zu ubermittel^iur falls die friihere Anmeldung(en) bei 

dem Amt eingereicht worden ist(sind), das fur die Zwecke dieser intemationalen Anmeldung Anmeldeamt ist) 
* Falls es sich bei der fruheren Anmeldung urn eine ARIP0 -Anmeldung handelt, so mufi in dem Zusatzfeld mindestens ein Staat angegeben werden. der 
Mitgliedstaal der Pariser Verbandsubereinkunft zum Schutz des gewerblichen Eigentums ist und fur den die friihere Anmeldung eingereicht wurde. 



Feld Nr. VII INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



Wahl der interna tionalen Recherchenbe horde (ISA) 
(falls zwei oder mehr als zwei Internationale Recherchen- 
be harden fur die Ausfuhrung der intemationalen Recherche 
zustandig sind, geben Sie die von Ihnen gewdhlte Behdrde an; 
der Zweibuchstaben-Code kann benutzt werden): 

ISA / 



Antrag auf Nutzung der ErgebnCsse einer fruheren Recherche; Bezuguahme anf diese 
friihere Recherche (falls eine friihere Recherche bei der intemationalen Recherchenbehdrde 
beantragt oder von ihr durchgefuhrt worden ist): 

Datum (Tag/Monat/Jahr) Aktenzeichen Staat (oder regionales Amt) 



Feld Nr. VIII KONTROIXISTE; EDSREICHUNGSSPRACHE 



Diese intemationale Anmeldung enthalt 
die folgende Anzahl von Blattera 

Antrag : 4 

Beschreibung (ohne 13 
Sequenzprotokollteil) : ': 

Anspriiche 

Zusammenfassung 

Zeichnungen 



Sequenzprotokollteil 
der Beschreibung 

Blattzahl insgesamt 



3 
1 
4 



25 



Dieser intemationalen AnmeldungUegen die nachstehend angekreuzten Unterlagenbei: 

1. □ Blatt fiir die Gebiihrenberechnung 

2. □ Gesonderteunterzeichnete Vollmacht 

3. □ Kopie der allgemeinen Vollmacht; Aktenzeichen (falls vorhanden): 

4. Q Begriindung fur das Fehlen einer Unterschrift 

5. □ Prioritatsbeleg(e) > in Feld Nr. VI durch 

folgende Zeilennummer gekennzeichnet: 

6. □ Ubersetzung der intemationalen Anmeldung in die folgende Sprache: 

7. □ Gesonderte Angaben zu hinterlegten Mikroorganismen oder anderem biologischen Material 

8. □ Protokoil der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenzen in computerlesbarer Form 

9. □ Sonstige (einzeln auffiihren) 



AbbUdung der Zeichnungen, die 

rait der Zusammenfassung ^ 

veroffentlicht werden soli (Nr.): o<£" 


Sprache, in der die , j , 
intemationale Anmeldung GeUtSCtl 
eingereicht wird: 


Feld Nr. IX UNTERSCHRIFT DES ANMELDERS ODER DES ANWALTS 



Der Name jeder unterzeichnenden Person isl neben der Untersckrift zu wiederholen, und es ist anzugeben, sofern sich dies nicht eindeutig 
aus dem Antrag ergibt, in wfUher Eigenschaft die Person unterzeicknet. 



Thomas Moore 




1. Datum des tatsachlichen Eingangs dieser 
intemationalen Anmeldung: 


2. Zeichnungen 

1 1 einge- 

1 1 gangen: 

1 I nicht ein- 
1 1 gegangen: 


3. Geandertes Eingangsdatum aufgrund nachtraglich, jedoch 
fristgerecht eingegangener Unterlagen oder Zeichnungen 
zur Vervollstandigung dieser intemationalen Anmeldung: 


4. Datum des fristgerechten Eingangs derangeforderten 
Richtigstellungen nach Artikel 11(2) PCT: 


5. Internationale Recherchenbehdrde ica / 
(falls zwei oder mehr zustandig sind). loA / 


6. I I Ubermittlunedes Recherchenexemplars bis zur 
1 1 Zahlung der Recherchengebuhr aufgeschoben 




Datum des Eingangs des Aktenexemplars 
beim Intemationalen Buro: 



FormblattPCT/RO/101 (letztes Blatt) (Juli 1998;Nachdruck Juli 1999) 



Siehe Anmerhtngen zu diesem Antragsformular 



VERTRAG UBER rJPNTERNATIONALE ZUSAM«NARBEIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 




Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
S006-S1322-WO 


\MciTCDce unorcucM siehe Mitteilun 9 uber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Formblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/DEOO/02154 


Internationales Anmeldedatum (Ta^MonaJ/Ja/jr; 
04/07/2000 


Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
05/07/1999 



Internationale Patentklassifikation (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
G01 N30/46 



Anmelder 

MOORE, Thomas et al. 



1 . Dieser Internationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Pruf ung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 7 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 



□ AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

III □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

V S Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 

gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

VII □ Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 

VIII S Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
05/02/2001 


Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
22.08.2001 


Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 

Europaisches Patentamt 
/wjj D-80298 Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 


Bevollmachtigter Bediensteter s^&***£^ 
Johnson, K f ^1 }) 

Tel. Nr. +49 89 2399 2240 
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I. Grundlage d s B richts 

1 . Hinsichtlich der Bestandt ile der internationalen Anrneldung (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicht" und sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regeln 70. 16 und 70.17)): 
Beschreibung, Seiten: 

1-12 ursprungliche Fassung 



Patentanspruche, Nr.: 

1 -1 2 ursprungliche Fassung 



Zeichnungen, Blatter: 

1/4-4/4 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die internationale Anrneldung eingereicht worden ist, zur Verfugung Oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anrneldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlaufigen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anrneldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anrneldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anrneldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anrneldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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Internationales Aktenzeichen PCT/DE00/021 54 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Berlcht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 



6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erf inderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Untertagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 7 8 10 12 

Nein: Anspruche 1-6 9 11 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 1-12 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-12 

Nein: Anspruche 

. . . - - -!* 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 
siehe Beiblatt 
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Abschnitt V. Begriind te Feststellung nach Artikel 35(2) PCT 

1 . In diesem Bericht wird Bezug auf die folgenden im Internationalen 
Recherchenbericht zitierten Dokumente (D1-D2) genommen: 

D1 = ANALYTICAL BIOCHEMISTRY, 1. Mai 1998, Bd. 258, Nr. 2, 
Seiten 349-361, ISSN: 0003-2697; 

OPITECK G J et al: 'Comprehensive two-dimensional high- 
performance liquid chromatography for the isolation of 
overexpressed proteins and proteome mapping' 
(vom Anmelder zitiert) 
D2 = ANALYTICAL CHEMISTRY, 1. Oktober 1995, Bd. 67, Nr. 19, 
Seiten 3456-3463, ISSN: 0003-2700; 
MOORE A W et al: 'Comprehensive three-dimensional 
separation of peptides using size exclusion/reversed phase 
liquid chromatography/optically gated capillary zone 
electrophoresis' 

2. Das Dokument D1 offenbart ein Verfahren zur multidimensionalen Analyse eines 
Proteoms gemaB dem Oberbegriff des Hauptanspruchs 1 (vgl. D1 , Seite 353, 
linke Spalte, Absatz 2 'Each comprehensive two-dimensional analysis...' - Seite 
359, rechte Spalte, Absatz 1 '...database searching program (66)'; Abbildungen). 
Nach diesem bekannten Verfahren werden die zu dem Proteom gehorenden 
Proteine zunachst nach ihrer GroBe unter Verwendung des SEC-Verfahrens 
getrennt. In einem zweiten Schritt werden die dadurch entstehenden 
Proteinfraktionen auf einer RP-HPLC Saule konzentriert und von der fur das 
SEC-Verfahren verwendeten Elutionsflussigkeit getrennt 1 . In dem darauf 
folgenden Schritt, werden die konzentrierten Proteinfraktionen nach ihrer 
Hydrophobizitat unter Verwendung einer Gradientelution getrennt. 

2.1 Also werden '...die Proteine des Proteoms unter standardisierten Bedingungen 
einer Vielzahl n verschiedenerTrennverfahren fiir n > 2 derail unterworfen...', 
daB '...jeweils jede der in einem Trennschritt erhaltenen fliissigen Fraktionen m 1 



was sicherlich einem zweiten Trennverfahren gleichkommt! 
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in einem darauf folgenden Trennschritt m 2 flussige Fraktionen 2 liefert, wobei 
nach n Trennschritten m 1 *m 2 *...m n = M flussige Fraktionen vorliegen*. 

2.2 AuBerdem werden die daraus resultierenden flussigen Fraktionen mittels UV- 
Spektroskopie quantitativ bestimmt und die darin enthaltenden Proteine mittels 
MALDI-TOF/MS, ESI/MS oder Sequenzierung nach dem Edman'schen 
Verfahren identifiziert, so daB '...nach Zusammenfugen der Analysedaten ein n- 
dimensionales Abbild des Proteoms, charakterisiert durch Indentifikatoren und 
Quantifikatoren sowie durch die Lage im n-dimensionalen Datenraum, 
gewonnen wird 1 . 

2.3 Daraus folgt, daB der Gegenstand des Hauptanspruchs gegenuber diesem 
Stand der Technik nicht neu ist. Der Hauptanspruch verstoBt somit gegen 
Artikel 33(2) PCT. 

3. Daruber hinaus beruht der Gegenstand des Hauptanspruchs nicht auf einer 
nach Artikel 33(3) PCT erforderlichen erfinderischen Tatigkeit: 

3.1 Das von dem Anmelder entwickelte Verfahren unterscheidet sich von dem aus 
D1 bekannten Stand der Technik im wesentlichen dadurch, daB die Proteine 
mindestens nach einer dritten Eigenschaft, d.h. in einer dritten Dimension, 
getrennt werden. Durch die Ergreifung dieser MaBnahme wird dem schon in D1 
anerkannten Problem des mangelnden Aufldsungsvermogens 3 Rechnung 
getragen. Auf diese Weise wird die der Anmeldung zugrunde gelegte Aufgabe 
gelost, '...die Quantifikation und Identifikation der Proteine eines Proteoms zu 
verbessern, zu erleichtern und fur bestimmte Proteine uberhaupt zu 
ermoglichen' (vgl. vorliegende Anmeldung, Seite 9, Absatz 3). 

3.2 Auf dem Gebiet der Chromatographie ist es jedoch gang und gabe, daB eine 
Verbesserung des Auflosungsvermogens durch die Einfuhrung von weiteren 
Trenndimensionen zu erzielen ist. Insbesondere wird genau diese MaBnahme 
bei der aus D2 bekannten Vorrichtung zur Trennung von Peptiden ergriffen, urn 



2 Der Fall m 2 =1 fallt auch unter den gultigen Wortlaut des Anspruchs! 
3 d.h. Peak capacity auf englisch. 
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das Auflosungsvermogen der Vorrichtung zu erhohen (vgl. D2, 'Conclusions'; 
Abbildungen). Daruber hinaus sind die Trennverfahren der ersten bzw. zweiten 
Dimension in D1 und D2 die gleichen. Daher wurde der Fachmann sofort auf die 
Idee kommen, das dritte Trennverfahren des Dokuments D2 auch bei dem aus 
D1 bekannten Verfahren einzusetzen, um das gestellte Problem zu losen. Auf 
diese Weise wurde er ohne erfinderisches Zutun zum Schutzgegenstand des 
Anmelders gelangen. 

3.3 Der Hauptanspruch verstoBt somit gegen Artikel 33(3) PCT. 

4. Weiterhin stellen die weiteren Merkmale der von dem Hauptanspruch 

abhangigen Anspriiche 2-12 keine Basis fur einen neuen und erfinderischen 
Gegenstand dar, weil sie schon zum Stand der Technik gehoren oder nur als 
fachubliche Alternativen zu den darin ergriffenen MaBnahmen zu betrachten 
sind: 

4.1 Zum Beispiel lassen sich die in D1 bzw. D2 verwendeten Trennverfahren unter 
den in Anspruch 2 angegebenen Verfahren einordnen. Trennung nach Ladung 
bzw. Form bzw. Affinitat der Proteine sind weitere auf diesem Gebiet gelaufigen 
Trennverfahren. Ahnlicherweise ist die in D1 verwendete Sequenzierung nach 
dem Edman'schen Verfahren ein Beispiel der in Anspruch 3 beanspruchten 
Indentifikationsverfahren. Die Bestimmung der Proteinkonzentration mittels UV- 
Spektroskopie ist aus D1 bekannt (vgl. Anspruch 4). Die Identifikation einzelner 
Proteine des Proteoms erfolgt in D1 direkt uber die Massebestimmung der 
Proteine (vgl. Anspruch 5). Die zusatzlichen Merkmale des Anspruchs 6 sind 
ebenfalls aus D1 zu entnehmen. Das gleiche gilt fur die Verwendung von 
zweidimensionalen MehrfachgefaBsystemen, insbesondere 
Mikrotitrationsplatten, zur Sammlung der flussigen Fraktionen (vgl. Anspruch 7 
bzw 8). Es ware naheliegend, auch einen Fraktionensammler nach dem ersten 
Trennverfahren einzusetzen, wenn die Zwischenfraktionen zuganglich sein 
sollten. Die zusatzlichen Merkmale des Anspruchs 9 wurden schon im Dokument 
D1 offenbart. Anspruch 10 betrifft fachubliche MaBnahmen zur Ausfuhrung des 
in Anspruch 9 angegebenen Verfahrens. Das aus D1 bekannte Verfahren fallt in 
den Umfang des Anspruchs 1 1 . Es ware naheliegend, die Analysedaten in einer 
Datenbank zusammenzufassen. 
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4.2 Folglich kommt der Ergreifung dieser MaBnahmen keine erfinderische 
Bedeutung zu. 

Abschnitt VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die 
Anspruche in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

1 . Der Schutzumfang des Hauptanspruchs schlieBt jedes Verfahren zur 

mehrdimensionalen Analyse eines Proteoms mit n>2 ein. In der Beschreibung 
wird jedoch nur ein einziges Ausfuhrungsbeispiel erlautert, und zwar fur den Fall 
n=3. Es gibt keinerlei Hinweis, wie die Lehre der Erfindung uber den ganzen 
Schutzumfang zu verwirklichen ist. Folglich wird der Hauptanspruch in vollem 
Umfang durch die Beschreibung nicht gestutzt. Der Hauptanspruch verstoBt 
somit Artikel 6 PCT. 
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